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konformationsstabilisierter N‐SH2‐Liganden  neue  Liganden  abgeleitet werden, mit  dem 
Ziel  über  verschiedene  Arten  der  Assoziation  die  enzymatische  Aktivität  von  SHP‐1  zu 

























durch  die  Proteinkinasen  realisiert.  Einen  weiteren  Kontrollpunkt  der  reversiblen 
Phosphorylierung stellen die Proteinphosphatasen dar. Diese sind  in der Lage das kova‐


















Störungen  des Gleichgewichtes  zwischen  Phosphorylierung  und Dephosphorylierung  in 
den Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von beispielsweise Krebs‐ 
und  Immunschwächeerkrankungen. Etwa 30% aller  intrazellulären Proteine  sind Ziel  für 
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Die  Proteinphosphatasen  können  in  zwei  Enzymfamilien,  die  Serin/Threonin‐
Proteinphosphatasen  und  die  Proteintyrosinphosphatasen  unterteilt  werden.  Se‐
rin/Threonin‐Proteinphosphatasen  gliedern  sich  in  die  Gruppe  der  Phosphopro‐
teinphosphatasen (PPP) und der magnesiumabhängigen Proteinphosphatasen (PPM). Zur 
PPP‐Gruppe  zählen  die  Proteinphosphatasen  1  und  2A  (PP1,  PP2A)  sowie  die  Calcium‐
Calmodulin regulierte Proteinphosphatase 2B (PP2B). Weiterhin ergänzt wird die Gruppe 
der Säuger‐Proteinphosphatasen durch PP4, PP5, PP6 und PP7 [10, 11]. Die Aktivität der 





chen Genom  der  PTP‐Familie  zugeordnet,  die  sich  in  2  Hauptgruppen  einteilen  lassen 
(Abb. 2). Die Mitglieder der Cystein‐basierenden PTPs zeichnen sich durch ein zentrales 
Signaturmotiv  [I/V]HCxAGxxR[S/T]G  innerhalb  ihrer PTP‐Domäne  aus, welches ein hoch 
konserviertes Cystein enthält  (siehe Kapitel 2.3)  [14, 15].  Im Gegensatz dazu enthält die 
katalytische Domäne der Asp‐basierenden EYA‐Proteine Erkennungsmotive der HAD (ha‐
loacid dehalogenase)‐Hydrolasen und nutzt in einer Kationen‐abhängigen Reaktion einen 
invarianten Aspartatrest  zur Hydrolyse  des  Phosphatrestes  [16,  17]. Die Mitglieder  der 
Klasse  1  Cys‐basierenden  Proteintyrosinphosphatasen  können  aufgrund  ihrer  PTP‐
Domänenarchitektur und Substratspezifität  in klassische und  in dualspezifische PTPs ein‐
geteilt  werden.  Die  Tyrosin‐spezifischen,  klassischen  Phosphatasen  können  dabei  in 























       

















































     







































































  5 
Die  Familie  der  „Low molecular weight“‐Proteintyrosinphosphatasen  (LMPTP)  wird  im 
Genom durch ein einzelnes Gen  (ACP1) präsentiert, welches ein 18‐kDa  Enzym  codiert 



























PTP‐Domäne.  Die mit  9  Å  tiefere  Bindungstasche  der  Proteintyrosinphosphatasen  de‐
phosphorylieren  ausschließlich Tyrosin‐phosphorylierte  Substrate. Dagegen  sind die  fla‐
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vorgerufen  durch  die  Substratbindung  erfährt  die WPD‐Schleife  einen  Konformations‐
wechsel, wobei der Aspartatrest im Bereich des katalytischen Zentrums positioniert wird. 
Die  säurekatalytische  Protonierung  des  phenolischen  Sauerstoffatoms  der  Tyrosinab‐
gangsgruppe durch den Aspartatrest erleichtert dabei den Austritt des Tyrosins. Anschlie‐










rer biologischen Relevanz  ist  SHP‐1 primär  in die negative Regulation  von  Signalwegen 
involviert, während SHP‐2 eine positive Regulatorfunktion ausübt. Beide Proteine besit‐
zen N‐terminal zwei SH2  (Src Homologie 2)‐Domänen, die über eine kurze Sequenz, die 

































tierten Region und der  initialen codierten Nukleotide  identisch  [36]. Die Expression von 
humaner SHP‐1 wird durch zwei Promotor geregelt. Dabei unterscheidet sich die Nutzung 
der Promotor  in hämatopoetischen Zellen von der  in epithelialen Zellen.  In epithelialen 
Zellen  ist  der  Translationsstart  in  Exon  1  lokalisiert, welches  die  Initialsequenz MLSRG 
((I)SHP‐1, 597 Aminosäuren) codiert. Der 7 kb downstream gelegene Promotor 2 (Exon 2) 





4  108  116 208 270 532 597pY538  pY566 
C‐SH2 PTPN‐SH2 
6  104  112 213 272 518 593
pY542  pY580 
PTPN‐SH2  C‐SH2
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N‐SH2‐Domäne  als  allosterischer  Regulator  der  Enzymaktivität  dargestellt. Dabei  ist  im 
Ligand‐freien Zustand eine geschlossene, autoinhibitorische Konformation  zu erkennen, 
bei der die N‐SH2‐Domäne sehr  intensiv mit der PTP‐Domäne  interagiert (Abb. 5). Diese 






Reste  116‐208  ein.  Die  katalytische  PTP‐Domäne  formiert  sich  aus  den  Aminosäure‐
positionen  270‐532.  Beide  SH2‐Domänen  weisen  das  typische  zentrale  4‐strängige  β‐
Faltblattmotiv  auf, welches  auf  beiden  Seiten  von α‐Helices  flankiert wird. Die  beiden 

































In  der  autoinhibierten  Konformation  bilden  der  Νβ4‐Nβ5‐Loop,  der  aus  der  N‐SH2‐
Domäne  herausragt  und  die  katalytische  PTP‐Domäne  eine  gemeinsame  Kontaktfläche 
aus, die 1478,9 Å umfasst   und damit 20% größer ist als bei SHP‐2 beschrieben. Diese Be‐
rührungsfläche  blockiert  den  Zugang  zum  aktiven  Zentrum  und  somit  das  katalytische 
Nukleophil Cys455 am Boden der Substratbindungstasche. Der inaktive Zustand wird durch 
die Ausbildung  von  Salzbrücken  zwischen Asp61 und  Lys362,  π‐π‐Wechselwirkungen  zwi‐
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2.4.1.3  REGULATIONSMECHANISMEN 
Verschiedene Formen der Ligandbindung an SHP‐1 bzw. die Modifikation des C‐Terminus 



































von  verschiedenen  SHP‐1  Konstrukten  konnten  der  C‐SH2‐Domäne  nur  einen  unterge‐
ordneten Einfluss  zuschreiben. Dabei wurde  in allen Konstrukten der hoch konservierte 
















rekrutieren. Die Bindung  eines biphosphorylierten, bivalenten  Liganden  (abgeleitet  von 





































Die Phosphorylierung der Tyrosinreste  (pY536/564  (hämatopoetische  Form), pY538/566  (epi‐
theliale Form))  innerhalb der Sequenz des C‐Terminus kann zur direkten Regulation der 
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Die Modifikation des Tyrosins kann durch das Wirken von verschiedenen Kinasen  reali‐
siert werden. So wurde z.B. die Phosphorylierung der Sequenz um Tyr536 und Tyr564    (E‐
SEY536GNI;  EDVY564ENL)  durch  die  Leukozyten‐spezifische  Proteintyrosinkinase  Lck  be‐
schrieben  [56].  In  vitro  Experimente  konnten  durch  den  Einfluss  der  Insulinrezeptor‐











sierbare  Phosphotyrosin‐Mimetika  enthalten,  generiert.  Dabei  konnte  gezeigt werden, 
dass die Substitution von Tyr536 zu einer 8‐fach höheren Phosphataseaktivität führt, wäh‐
rend der Austausch in Position 564 eine geringe Aktivitätsänderung (1,6‐fach) hervorruft. 
Diese Untersuchungen  lassen die Vermutung  zu, dass  sich die  Erhöhung der enzymati‐





Rezeptor  (TCR)‐vermittelten  Signalwege  ist.  Eine  Aktivierung  des  Rezeptors  führt  zur 
Phosphorylierung  von  Signalproteinen  (z.B.  Lck,  ZAP‐70),  die  sich  in  sogenannten  lipid 


















Die  Identifizierung  und  Charakterisierung  von  physiologisch  relevanten  Substraten  von 
Proteintyrosinphosphatasen wurde  in vorangegangenen Studien  intensiv untersucht. Da‐
bei  konnte  gezeigt werden, dass neben  chemischen  Eigenschaften,  auch die  Länge der 
Sequenzen  möglicher  Substrate  eine  entscheidende  Rolle  spielt.  Durch  Alanin‐





Diese  Vermutung wurde  durch  Kristallstrukturanalysen  von  der mit  zwei  Peptiden  aus 
SIRPα  komplexierten  Phosphatasedomäne  von  SHP‐1  (C455S‐Mutante)  bekräftigt.  Es 
konnte gezeigt werden, dass die Peptide  in gestreckter Konformation an die katalytische 
Domäne  binden. Dabei  interagierten  4  basische  Aminosäurereste  (Lys273,  Lys279,  Arg277 
und Arg360) mit dem Phosphotyrosinrest innerhalb der pY‐Bindungstasche [40]. Neben der 
ausgeprägten Phosphotyrosinbindungstasche konnten noch 6 weitere Substratbindungs‐


























Ros  (Reste  1999‐2014;  pY2003,  2007,  2008)  in  Abhängigkeit  von  der  Zeit  untersucht. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Sequenzumgebung des phosphorylierten Tyro‐
sins, sondern auch die Anzahl der Phosphorylierungsstellen eine entscheidende Rolle für 
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Zur Aufklärung der biologischen  Funktion  von  SHP‐1  konnten Ergebnisse beitragen, die 
eine „loss‐of‐function“ Mutation im SHP‐1 Gen für schwerwiegende immunologische Dys‐
funktionen und Störungen der Hämatopoese bei sogenannten motheaten  (me/me) und 










Dadurch kommt es  zur Verschiebung des  Leserasters und  zum vorzeitigen Abbruch der 




zur  Insertion  oder Deletion  von  Basenpaaren  innerhalb  der  Sequenz  der  PTP‐Domäne, 
was zur Produktion eines zum Wildtyp katalytisch inaktiveren Proteins führt (∼20% Aktivi‐
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Induktion von Signalkaskaden  führt  letztlich  zur Proliferation, Chemotaxis, Phagozytose, 
Adhäsion und zur Sekretion von granulären Vesikeln [73‐77]. Den Proteintyrosinphospha‐





Verschiedene  Funktionsanalysen machten  deutlich,  dass  SHP‐1  an  der Downregulation 
verschiedener  Signalkaskaden  beteiligt  ist.  Dazu  zählen  Signalwege,  die  durch Wachs‐
tumsfaktor‐Rezeptoren (z.B. c‐KitR [80, 81]) und Zytokin‐Rezeptoren, wie den Granulozy‐
ten‐Makrophagen  koloniestimulierender  Faktor‐Rezeptor  (GM‐CSFR)  [82],  den  Makro‐
phagen  koloniestimulierender  Faktor‐Rezeptor  (M‐CSFR)  [83]  und  den  Interleukin‐3‐





Weiterhin  konnte die Vermittlung der  Effekte  von  SHP‐1  auf die Physiologie myeloider 
Zellen, der Assoziation  zwischen SHP‐1 und  ITIM‐enthaltenden  inhibitorischen Rezepto‐
ren, wie LIR‐1, LIR‐2, SHPS‐1‐R und PIR‐B zugeschrieben werden. 
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Mit der  Identifizierung der Bindungsstelle  (pY429) von SHP‐1  innerhalb der zytosolischen 
Domäne  des  aktivierten  Erythropoetin‐Rezeptors  (EPO‐R)  konnte  der  Proteintyro‐
sinphosphatase eine wichtige Rolle  in der Regulation der Erythropoese zugeordnet wer‐
den. Die SH2‐Domänen‐abhängige Aktivierung der Phosphataseaktivität resultiert  in der 
Dephosphorylierung  und  Inaktivierung  der  Rezeptor‐assoziierten  Januskinas  Jak‐2  [98]. 
JIAO et al. konnten eine direkte, SH2‐unabhängige  Interaktion  zwischen SHP‐1 und  Jak2 
aufzeigen, die ebenfalls  über die Dephosphorylierung zur Inaktivierung der Tyrosinkinase 







aus transmembranen Untereinheiten (TCR: CD3γ, δ, ε und TZRζ; BCR:  Ig‐α und  Ig‐β) ent‐






und  die Mobilisierung  von  Calcium  aus  intrazellulären  Speichern  zur  Folge  (Abb.  8)  [6, 
102]. Die Wirkung  von Proteintyrosinphosphatasen  auf diese  Signalwege hat  entweder 
die  Verstärkung  (CD45)  oder  die  Termination  (SHP‐1)  der  Lymphozytenaktivierung  zur 
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Aktivierung der MAPK sowie eine beachtliche Zunahme der B‐Zellproliferation, als Folge 
der BCR‐Stimulation  zeigten  [104].  In SHP‐1‐defizienten B‐Zellen  ist die BCR‐vermittelte 
Apoptose im Vergleich zum Wildtyp erhöht, was als weiterer Nachweis für den negativen 
Effekt von SHP‐1 diente [104‐107]. 




















































Weitere  ITIM‐Bindungsstellen  für  SHP‐1  generiert der  inhibitorische Rezeptor PECAM‐1 
(platelet‐endothelial cell adhesion molecule) [120]. 
Neben  ITIM‐haltigen  Rezeptoren,  werden  auch  ausgewählte  Zytokinrezeptoren  der  T‐
























direkt an Ros  (LNpY2267MVL‐NH2, LNpY2327ACL) bindet.  Jedoch präsentiert  sich pY2327 als 
schlechtes Ros‐Substrat und  leistet daher nur einen geringen Beitrag  für die SHP‐1 Bin‐
dung [123]. Weiterhin wurde Ros als negativer Regulator der Ros‐vermittelten Signalwege 












Das  Zell‐Adhäsionsprotein  p120  Catenin  (p120ctn)  wurde  als  weiterer  Bindungspartner 
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Im C‐terminalen Bereich der epithelialen Form von SHP‐1 konnte eine nukleare Lokalisati‐
onssequenz  (NLS) ermittelt werden, die aus dem basischen KRK‐Motiv gebildet wird.  In 









Mit  der  Strukturaufklärung  der  Fujinami  sarcoma  virus  P130gag‐fps  Proteintyrosinkinase 
durch insertionelle Mutagenese‐Experimente gelang es einen ca. 100 Aminosäure umfas‐
senden  Bereich, N‐terminal  der  Kinasedomäne  gelegen  zu  charakterisieren  [130].  Auf‐
grund der Domänenorganisation der Src‐Kinasen benannten PAWSON et al. diesen an die 
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Die Bindung des Phosphotyrosinrestes wird durch die positiv  geladenen Reste ArgαA2, 











Erkennungssequenz  pY‐Met/Val‐X‐Met,  die  auch  innerhalb  anderer  Interaktionspartner 
der PI3‐K nachgewiesen worden ist.  
Mit  dem  Screening  einer  Phosphopeptidbibliothek  konnte  bereits  1993  eine Methode 
entwickelt werden, die die Vorhersage optimaler und spezifischer Erkennungsmotive  in‐
dividueller SH2‐Domänen erlaubte. Dabei wurden den C‐terminal vom Tyrosinrest gele‐
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hydrophob‐x‐hydrophob; x = alle Aminosäuren, außer Trp und Cys) selektiert [139, 141]. 

































wählter  Peptide  beider  Klassen  zeigte  trotz  Unterschieden  im  Bindungsverhalten  eine 
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längerung von Peptiden zu einer 2‐fach höheren Bindungsaffinität der SH2‐Domänen von 
SHP‐2 im Vergleich zur minimalen Konsensussequenz führt [142, 167]. 
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sche  Liganden  zu entwickeln, wurde  in einem weiteren  Schritt  versucht, die  Flexibilität 
der linearen Liganden zu reduzieren. Die konformationelle Restriktion erfolgte durch den 
Einbau  nichtproteinogener,  abbaustabiler  Phenylalaninanaloga,  wie  α‐Amino‐β‐
phenylbuttersäure  (Abu(ßPh)),  β‐Phenylserin  (Ser(βPh)  und  Homophenylalanin  (Hfe) 
[170‐173]  sowie  konformationell  eingeschränkter  Aminosäuren,  wie  1,2,3,4‐
Tetrahydroisochinolin‐3‐carbonsäure  (Tic)  [174,  175]  in  die  Positionen  pY+1  und  pY+3 
[176]. Die Substitution des Methioninrestes in Position pY+1 durch hydrophobe, aromati‐
sche Aminosäuren, wie z.B. Phe, L‐threo‐Abu(βPh) und der dem Methionin  isosteren A‐
minosäure Norleucin  (Nle) brachte  im Vergleich  zur  Leitstruktur hochaffine und  stärker 
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streckten Konformation, wobei die Reste  in den Positionen pY‐2  (Leu), pY+1  (Met) und 
pY+3  (Leu) sowie der Phosphotyrosinrest  in  intensivem Kontakt mit der Proteindomäne 






Zur Klärung des  inhibitorischen Verhaltens der  zyklischen  Liganden wurde eine 2. Serie 
von SH2‐Liganden dargestellt. Die Liganden enthielten in den für die Bindung an die SH2‐














Die Aktivierung  von  SHP‐1 erfordert eine effiziente Assoziation  von  Liganden an die N‐
SH2‐Domäne und die Dissoziation der N‐SH2‐Domäne von der katalytischen PTP‐Domäne. 





dabei die N‐SH2‐Domäne  in einer gekrümmten Konformation, während die Klasse  II  Li‐
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Die  lineare Leitsequenz Ros pY2267    lässt sich den Klasse  II‐Liganden zuordnen. Deren ge‐
streckte Bindungskonformation resultiert in einer Aktivierung der Proteintyrosinphospha‐



















indirekten N‐SH2‐Inhibitoren  an die PTP‐Domäne,  ein  anfänglich nicht‐kovalenter  Imin‐
Komplex ausbildet. Dieser Komplex wandelt sich dann mit dem im katalytischen Zentrum 
verankerten Argininrest  langsam  in  ein  kovalentes  Enamin‐Addukt  um. Die  anfängliche 
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3  ZIELSTELLUNG 
Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  ist  es,  einen  Beitrag  zur  Entwicklung  von  Phospho‐
tyrosinliganden der N‐SH2‐Domäne der Proteintyrosinphosphatase SHP‐1  zu  leisten, die 
es erlauben, den Zustand der nativen  Inhibierung von SHP‐1 zu fixieren. Solche  Inhibito‐

























































bestimmt  werden.  Die  Ermittlung  der  Bindungsaffinitäten  der  Phosphopeptidliganden 
über  Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie  sollte  unter  Verwendung  von  N‐
terminal biotinylierten Liganden erfolgen. Mit Hilfe von Dockingexperimenten sollte ab‐













leitete  Zielsequenz.  Eine  Kombination  aus  den  Ergebnissen  dieser  Experimente  sollte 
letztendlich zur Generierung des gewünschten N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Ligan‐










Die  Lösungsmittel Diethylether, Dichlormethan  und  Tetrahydrofuran wurden  nach  den 











































































































Lysepuffer (PBS), pH 7,3        140 mM NaCl 
              2,7 mM KCl 
              10 mM Na2HPO4   
              1,8 mM KH2PO4 
              10 mM DTT 
 
+ Proteaseinhibitoren        2 µg/ml Aprotinin 
              1 µg/ml Pepstatin 
              100 µg/ml Pefabloc 






  37 
Elutionspuffer I, pH 8         50 mM Tris 
              100 mM NaCl 
              10 mM DTT   
 
Elutionspuffer II, pH 8        Elutionspuffer I 
              20 mM GSH   
 





Trenngelpuffer, pH 8,8        2 M Tris‐HCl   
   
Obergelpuffer, pH 6,8          0,5 M Tris‐HCl    
   
6 x Protein‐Ladepuffer        3 ml 20 % SDS 
              3 ml ß‐Mercaptoethanol 
              4 ml Glycerol 
 
Laufpuffer, (1 l)          3,03 g Tris 
              15,4 g Glycin 




Aktivitätstest‐Puffer, pH 7,4        100 mM HEPES 
              150 mM NaCl 
              1 mM EDTA (pH 8) 
              10 mM DTT   
 
Biacore‐Laufpuffer, pH 7,4        10 mM Hepes  
              150 mM NaCl 
              3,4 mM EDTA (pH 8)     
              0,005 % Tween 20 
 
Regenerationspuffer, pH 7,4        Biacore‐Laufpuffer 
              0,1 % SDS 
 




























der zu koppelnden Fmoc‐Aminosäure  (4 equiv.), HBTU bzw. TBTU  (4 equiv.), HOBt  (4 e‐
quiv.), sowie DIEA (8 equiv.) in DMF. Aus Kostengründen wurde bei der Kopplung des 
Fmoc‐Tyr(PO3H2)‐OH‐Bausteins mit 2‐fachem Überschuss an Aminosäure und Kopplungs‐
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rung wurden die orthogonal geschützten Aminosäurebausteine Fmoc‐Asp(OAll)‐OH und 
Fmoc‐Lys(Alloc)‐OH  in  die  lineare  Sequenz  eingebaut.  Der  Einbau  des monobenzylge‐
schützten  Phosphotyrosinbausteins  (Fmoc‐Tyr(PO(OBzl)OH)‐OH)  in  die wachsende  Pep‐
tidkette  erfolgte  unter  Verwendung  eines  2‐fachen  Überschusses  an  Aminosäure  mit 










Die Biotinylierung des N‐Terminus wurde analog der  linearen Liganden,   wie  im Kapitel 
4.2.1.1 beschrieben, durchgeführt. 
Die Abspaltung der Allylester‐ und Alloc‐Gruppen wurde unter Schutzgas  (Argon) durch‐
geführt.  Dabei  wurde  eine  Abspaltlösung  aus  DMF,  THF,  0,5  N  HCl,  Morpholin 
(1:1:0,5:0,45) und einer Spatelspitze Pd0(PPh3)4 verwendet [179]. Die Zyklisierung erfolgte 
unter Verwendung von PyBOP  (6 equiv.) und DIEA  (12 equiv.)  für 3 h  [176]. Die Abspal‐
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II.  Peptidphosphorylierung in Lösung 
Das zu phosphorylierende Peptid (46 mg, 0,06 mmol) und das Phosphorylierungsreagenz 
Di‐tert‐butyl‐N,N‐diethylphosphoramidit  (20 µl,  0,07 mmol) wurden  in  1 ml  THF  gelöst 
und 1H‐Tetrazol (15,1 mg, 0,216 mmol) hinzugegeben. Nach 15 min (20 °C) wurde die Lö‐




2  x mit  10% NaHCO3  und  gesättigter NaCl‐Lösung  gewaschen,  über Na2SO4  getrocknet 
und am Rotationsverdampfer vollständig eingeengt. 
* Anstelle von m‐Chlorperoxybenzoesäure wurde in ausgewählten Experimenten eine Mi‐
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4.2.2.3  MASSENSPEKTROMETRIE 
Die Analyse erfolgte an einem Laser‐Tec Research Massenspektrometer der Firma Persep‐




Für  diese  Analysen wurden DC‐HPTLC‐Platten  Kieselgel  60  F254  (Schichtdicke  0,25 mm, 














SpeedVac System  (Savant) entfernt. Die Probe wurde nachfolgend mit Wasser  (2 x  je 1 
ml) gewaschen und in 500 µl Acetatpuffer aufgenommen.  
Die Detektion erfolgte nach Derivatisierung mit Ninhydrin bei 570 nm und 440 nm. Die 
















































Fusionsproteins  induziert. Nach  4‐stündigem  Schütteln  bei  Raumtemperatur wurde  die 
Bakteriensuspension für 10 min bei 4°C zentrifugiert (6000 rmp) und über Nacht bei 80°C 











bei  4°C  durchgeführt. Die Bindung  von GST‐SHP‐1  erfolgte  nach  Zugabe  von  1 ml Glu‐


























wurden  vereinigt  (Tab.  4)  und  in  eine  Minigelkammer  gegossen  (mini  VE  Vertical  E‐
lectrophoresis System, Amersham Bioscience). Dazu wurde 1 ml von dem Trenngelansatz 
entnommen  und  als  Dichtungsgel  in  die  Apparatur  gegeben.  Anschließend wurde  das 
Trenngel eingefüllt. Zum Erhalt einer gleichmäßigen Oberfläche wurde dieses mit  Isopro‐
panol überschichtet. Nach der Polymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol ent‐
fernt und die  Sammelgellösung  aufgefüllt. Vor dem Auftragen des Proteinextraktes  auf 
das Sammelgel wurden die Proben in Protein‐Ladepuffer verdünnt und für 5 min bei 95°C 
denaturiert. Zur Abschätzung der Molekulargewichte diente ein definierter Proteinstan‐





Trenngel  7,5%  10%    Sammelgel  4% 
30% Polyacrylamid  2,5 ml  3,3 ml    30% Polyacrylamid  0,66 ml 
Trenngelpuffer  1,9 ml  1,9 ml    Obergelpuffer  1,25 ml 
20% SDS  50 µl  50 µl    20% SDS  25 µl 
Wasser  5,6 ml  4,8 ml    Wasser  3,1 ml 
20% APS  40 µl  40 µl    20% APS  30 µl 
TEMED  4 µl  4 µl    TEMED  2 µl 
  MATERIALIEN UND METHODEN 
  







































wurden  an  einem mit  Streptavidin  beschichteten  Sensorchip  (SA‐Chip,  GE‐Healthcare) 
über  Oberflächenplasmonresonanz  (Biacore  2000  Gerät;  GE  Healthcare,  Biacore)  bei 










rationslösung  (10  s, 100 µl/min) gespült.   Nach  jedem Regenerationsschritt erfolgte die 
Equilibrierung des Chips mit Biacore‐Laufpuffer  (30 µl/min). Die Auswertung der Daten 
erfolgte mit der BIAevaluation 2.0  Software. Die Dissoziationskonstanten wurden unter 




Molecular  Modeling  Studien  aller  Peptid‐N‐SH2‐Komplexe  basieren  auf  der  den  Bin‐
dungsmodus II darstellenden Kristallstruktur PDB1AYA (im Komplex mit VLpYTAV) und auf 
der Kristallstruktur PDB1AYC  im Komplex mit GGpYMAMG  (Bindungsmodus  I)  [30, 169]. 
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5  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
5.1  AUSWAHL DER PHOSPHOPEPTIDLIGANDEN 
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  neben  den  monovalenten  Phosphopeptidliganden 
erstmals  auch  bivalente  Liganden  für  die N‐SH2‐Domäne  von  SHP‐1  dargestellt. Wobei 
mit dieser Art von Liganden eine Bindung an zwei Proteindomänen beabsichtigt wurde.  




Es  konnte  gezeigt werden,  dass  die  Bindungseigenschaften  von  SHP‐1 N‐SH2‐Liganden 




pY2267  zählt  zu den Klasse  II‐Liganden, die  in einer  gestreckten Konformation  an die N‐
SH2‐Domäne binden und zu einer Aktivierung von SHP‐1 führen (Abb. 12). Im Unterschied 
dazu zeigten zyklische Liganden  (EGLc[K(COCH2NH)pYMX]L‐NH2, X = Glu oder Asp), trotz 












ausgesetzt  und  unterhält  demnach  keine  intensiven  Kontakte mit  der  SH2‐Domäne.  In 
  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
  

























Die  Aminosäurereste  pY‐4  bis  pY+3  des  linearen  Phosphopeptidliganden  (4)  sind  bei‐
spielsweise aus der Leitstruktur Ros pY2267 (1) und den Grundkenntnissen aus Vorarbeiten 
abgeleitet [46, 177]. Weiterhin wurden die dazu analogen, N‐terminal verkürzten Peptide 
(5),  (6)  synthetisiert, um  zu überprüfen  inwiefern die C‐terminale Verlängerung der Er‐
kennungssequenz  um  die  Positionen  pY+4  und  pY+5  eine N‐terminale Verkürzung  hin‐
sichtlich der Bindungsaffinität kompensiert. Vor allem mit Hilfe der Verbindung (6) sollte 
ermittelt werden, ob eine „Restbindung“ bestehen bleibt, obwohl eine Determinante der 
Erkennung,  die  Position  pY‐2,  fehlt.  Das  Sequenzmotiv  Nle‐Phe‐Pro  in  den  Positionen 






































Peptid  Sequenz  Ringatome  Ringposition 
1  EGLNpYMVL‐NH2 (Ros pY2267)  ‐  ‐ 
2  EGLNpYMc[KLD]FP‐NH2  14  +2 +4 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]‐NH2  20  +2 +6 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE‐NH2  ‐  ‐ 
5  __LNpYMVLNleFPAPEEE‐NH2  ‐  ‐ 
6  ____pYMVLNleFPAPEEE‐NH2  ‐  ‐ 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE‐NH2  17  ‐1 +2 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE‐NH2  14  +1 +3 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE‐NH2  14  +2 +4 
10  EGLNpYMc[KLNleFD]APEEE‐NH2  20  +2 +6 
  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
  































































































































EGLNpYMc[KLD]FP-NH2   (2) 
EGLNpYMc[KLNleFD]-NH2(3) 
EGLNcΨ[CON(A)pYNleE(B)]L-NH2* 
EGLNpYMVLNleFPAPEEE-NH2  (4) 
  LNpYMVLNleFPAPEEE-NH2       (5) 
    pYMVLNleFPAPEEE-NH2       (6) 
EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE-NH2  (7) 
EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE-NH2  (8) 
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5.2  DARSTELLUNG DER PHOSPHOPEPTIDLIGANDEN 




























schützte  Phosphatgruppe mit  dem  Piperidin  aus  vorangegangenen  Fmoc‐Abspaltungs‐





























Es  konnte  gezeigt werden,  dass  diese Nebenreaktion  von  der  verwendeten  Basenkon‐
zentration abhängig ist. Eine Erhöhung der Basenkonzentration vom 2‐fachen Überschuss 
auf den 3‐fachen Überschuss, brachte eine Steigerung der Kopplungseffizienz um ca. 20%. 








rosinbausteine  hinsichtlich  Kopplungsausbeute  und  Produktreinheit  getestet.  Für  beide 




































Für  die  biologische  Testung wurden  die  Peptide  sowohl  in  der N‐terminal  freien  Form 
(Abb. 18, IV) als auch der N‐terminal biotinylierten Form synthetisiert. Für die Kondensa‐
tion  von  Biotin wurde  PyBOP  verwendet  (Abb  18,  V).  Die  zyklischen,  Phosphotyrosin‐
haltigen  Peptide  wurden  unter  Einsatz  des  Monobenzyl‐geschützten  Phosphotyrosin‐
bausteins synthetisiert  [46, 176, 191]. Die Ausbildung der Zyklen wurde dabei über den 
Einbau der Aminosäuren Lys(Alloc)‐OH und Asp(OAll)‐OH erreicht. Als Kopplungsreagen‐
zien  der  Fmoc‐Derivate wurden HBTU  und HOBt  verwendet. Um Nebenreaktionen mit 
dem N‐Terminus während der Zyklisierung zu unterbinden, wurde im Fall der N‐terminal 
freien  Liganden  die  Fmoc‐Schutzgruppe  der  finalen,  linearen  Sequenz  durch  die  Boc‐
Schutzgruppe ersetzt (Abb. 19,  IV) [176].  Im Anschluss an die Abspaltung der Alloc/OAll‐
Schutzgruppen  erfolgte  die  Zyklisierung  der  Sequenzen  unter Nutzung  von  PyBOP  und 




















































































rativer HPLC  aufgereinigt. Die  gereinigten  Peptidfraktionen wurden  unter  Verwendung 

















1  EGLNpYMVL   1016,40  1016,80  20,62  0,48  0,48[g] 
2  EGLNpYMc[KLD]FP  1387,54  1388,66[a]  25,88  0,17  0,25 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]  1403,58  1426,99[b]  32,05  0,16  0,23 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE  1930,12  1953,27[b]  30,63  0,17  0,26 
5       LNpYMVLNleFPAPEEE  1743,95  1767,09[b]  29,61  0,16  0,26 
6            pYMVLNleFPAPEEE  1516,68  1539,50[b]  27,37  0,16  0,28 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE  1942,14  1981,17[c]  31,58  0,16  0,28 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE  1911,02  1912,66[a]  27,38  0,18  0,26 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE  1943,09  1982,99[c]  26,83  0,16  0,26 
























1  btn‐Ado‐EGLNpYMVL   1388,8  1427,70[c]  20,62  0,33  0,39[g] 
2  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLD]FP  1759,84  1759,82    27,65  0,18  0,69 
3  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLNleFD]  1775,88  1798,46[b]  33,70  0,15  0,72 
4  btn‐Ado‐EGLNpYMVLNleFPAPEEE  2302,42  2303,40[a]  31,77  0,15  0,72 
5       btn‐Ado‐LNpYMVLNleFPAPEEE  2115,11  2138,35[b]  33,92  0,15  0,72 
6            btn‐Ado‐pYMVLNleFPAPEEE  1887,99  1911,36[b]  30,08  0,15  0,70 
7  btn‐Ado‐EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE  2314,44  2316,92[a]  32,20  0,17  0,69 
8  btn‐Ado‐EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE  2283,72  2321,72[c]  28,76  0,15  0,71 
9  btn‐Ado‐EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE  2315,39  2354,21[c]  26,88  0,14  0,71 










Die Charakterisierung der SHP‐1 N‐SH2‐Liganden  (1) bis  (10) hinsichtlich  ihrer Fähigkeit, 
die Phosphataseaktivität zu stimulieren bzw. zu  inhibieren, erfolgte  in einem Phosphata‐
se‐Aktivitätstest.  Die  Aktivitätsmessung wurde  unter  physiologischen  Bedingungen  (pH 
7,4) durchgeführt. Als Substrat  für die  full  length PTPase wurde p‐Nitrophenylphosphat 
(pNPP) verwendet. Das durch Dephosphorylierung  freiwerdende p‐Nitrophenolat wurde 













Peptide  Peptidsequenz  EC50 (µM)  KD (µM) 
1  EGLNpYMVL  140  1.10 ± 0.07 
2  EGLNpYMc[KLD]FP  12  0.90 ± 0.04 
3  EGLNpYMc[KLNleFD]  272  >70 
4  EGLNpYMVLNleFPAPEEE  43  0.07 ± 0.01 
5       LNpYMVLNleFPAPEEE  35  0.74 ± 0.06 
6            pYMVLNleFPAPEEE  N.A.[a] N.B.[b] 
7  EGLc[KpYMD]LNleFPAPEEE  70  0.12 ± 0.01 
8  EGLNpYc[KVD]NleFPAPEEE  647  0.50 ± 0.09 
9  EGLNpYMc[KLD]FPAPEEE  144  0.34 ± 0.03 










































































































































































von  Biomolekülen  (Ligand)  auf  einer mit  Gold  beschichteten  Oberfläche  (Sensorchip). 



















Chip  zu  gewährleisten,  wurde  vor  die  Biotingruppe  ein  Linker  aus  8‐Amino‐3,6‐
dioxaoktansäure (Ado) gekoppelt. 























Die  Bindungsaffinitäten  der  linearen  Peptide  (4),  (5)  und  (6)  zeigen  einen  direkten  Zu‐
sammenhang zwischen den strukturellen Unterschieden  in der N‐terminalen Region und 
den ermittelten KD‐Werten. Mit 0,07 ± 0,01 µM  ließ sich  für die Verbindung  (4) die ge‐
ringste Dissoziationskonstante bestimmen, wovon sich  im Vergleich zu den Peptiden  (5) 
und (6) eine stärkere Bindungsaffinität für die GST‐N‐SH2‐Domäne ableiten lässt. Der KD‐
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chen Interaktionspartner Ros pY2267 (1), während sich für den Liganden (6) keine Assozia‐
tion mit der GST‐N‐SH2‐Domäne nachweisen  ließ  (Tab. 8). Diese Beobachtung  lässt sich 
auf das Fehlen des  für die Erkennung essentiellen Restes  in pY+2  innerhalb der Verbin‐
dung (4) zurückführen. Die N‐terminale Verkürzung um die Reste pY‐4 bis pY‐1 (Glu‐Gly‐
Leu‐Asn)  konnte  somit  nicht  durch  die C‐terminale  Sequenzverlängerung  um  die Reste 
Nle‐Phe  in pY+4 und pY+5 kompensiert werden. Neben Peptid (4) stellten sich die Ligan‐
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Die Phosphopeptidliganden (2‐10) wurden in die verfügbaren Kristallstrukturen PDB1AYA 
(N‐SH2  in  Komplex mit  VLpYTAV)  und  PDB1AYC  (N‐SH2  in  Komplex mit  GGpYMAMG) 








1 und pY+2  zyklisierte  Ligand  (7). Die Einbindung eines  längeren Sequenzabschnittes  in 
den Zyklus des Liganden (3) (pY+2 bis pY+6) lässt sterisch dagegen nur eine Assoziation an 
die N‐SH2‐Domäne  im Bindungsmodus  I zu, der einen Knick  im Peptidrückgrat zwischen 
den Positionen pY+2 und pY+3  involviert. Der durch diese Zyklisierung verursachte Knick 













































affine  Liganden  für  die N‐SH2‐Domäne  von  SHP‐1  herausstellten. Die  konformationelle 
Einschränkung durch Zyklisierung führte dabei zur Entwicklung von partiell inhibierenden 
Liganden. Die Realisierung der Zyklisierung erfolgte dabei unter Verwendung der Amino‐
säuren  in  den  Positionen  pY‐1  und  pY+2,  um  die  Bindung  der  Liganden  an  die N‐SH2‐
Domäne  nicht  zu  beeinträchtigen  [46,  176,  177].  Die  Erhöhung  der  Bindungsaffinität 
durch den Einbau zyklischer Strukturen konnte auch bei der Entwicklung von wirksamen 
Inhibitoren in anderen Studien beobachtet werden [191, 194, 195]. 
Molecular Modeling  Studien  ließen  erkennen,  dass  eine  C‐terminale  Verschiebung  der 
Ringstruktur,  insbesondere  in die Position des Phosphotyrosinrestes sich positiv auf das 
Bindungsverhalten der Liganden auswirken könnte. Gleichzeitig wird vermutet, dass die 
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In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die Einführung von N‐alkylierten Phosphotyro‐
sinbausteinen  und  die  anschließende  Zyklisierung,  die  diesen  Baustein  involviert,  be‐
schrieben. Zwar wurde kürzlich über rückgratzyklische Phosphoserinpeptide berichtet, die 
in  der  Lage  sind  NF‐κB  zu  inhibieren,  allerdings  enthalten  diese  Peptide  keine  N‐




Die  Darstellung  des  in  Abbildung  26  dargestellten  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklisierten 
Liganden  EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2  erfolgte  schrittweise  unter 
Verwendung  von  verschiedenen  Synthesestrategien.  Zu  Beginn  wurde  der  Einbau  der 
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die  anschließende  Behandlung mit  N‐Methyl‐Mercaptoacetamid  zur  Regeneration  der 
Methioninreste  führt  [180]. Sowohl das harzgebundene als auch das gereinigte Modell‐
peptide  wurden  unter  Verwendung  von  Dibenzyl‐N,N‐diethylphosphoramidit 
(Et)2NP[O
tBzl]2  und  Di‐tert‐butyl‐N,N‐diethylphosphoramidit  (Et)2NP[OtBu]2  phosphory‐
liert. Dabei wurden die in der Literatur beschriebenen Ausbeuten von 96% bzw. 95% bes‐





wurde  für  die  Generierung  des  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Peptides  die 
Phosphorylierung an der festen Phase bevorzugt (Abb. 27B und C). 















reits  1989  publizierten  PERICH  und  JOHNS  die  „one‐pot“‐Synthese  eines  Boc‐geschützten 
Dialkylphosphotyrosinderivates  unter  Verwendung  von  Dialkyl‐N,N‐diethylphosphor‐
amidit und tert‐Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS‐Cl) [204]. Diese Methode wurde später 
für die Generierung eines Fmoc‐geschützten Dialkylphosphotyrosinbausteins angewandt 
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i) Phosphorylieru g 
Phosphorylierung i) Verlä erung 
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lierung anstelle von N‐Methylmorpholin schlugen MATHÈ et al. vor [205]. Diese beschrieb‐
nen Syntheseansätze  ließen die Darstellung des phosphorylierten N‐(Alloc‐aminopropyl)‐ 
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Grundlage für die  in Abbildung 30 dargestellten Strategien zur Synthese des vorgeschla‐
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nahme  der  Kopplungsausbeuten  (Abb.  31). Dennoch  konnte  die  komplette  lineare  Se‐
quenz  synthetisiert  werden.  Im  Gegensatz  dazu  führte  der  Einbau  des  di‐tert‐butyl‐
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11  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr‐OH    545,0[a]  31,06[c]  0,64  0,89  ‐ 
12  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3But2)‐OH    737,0[a]  44,37[c]  0,54  ‐  ‐ 
13  Fmoc‐N[(CH2)3NHAlloc]Tyr(PO3H2)‐OH    647,1[a]  21,90[c]  0,19  ‐  ‐ 
14  EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2    1147,5[b]  33,05[d]  ‐  ‐  0,54 
15  LNYMVL‐NH2    722,9[a]  20,58[d]  ‐  ‐  0,63 














ganden  sowie deren biologische  Testung beschrieben. Dabei  stand die  Evaluierung der 









ketten‐zyklisierten  Liganden  EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2,  dessen 
synthetischer Zugang im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit beschrieben ist. 
 
1)  Die Darstellung der Phosphopeptidliganden  (1‐10), die entsprechend  ihrer Konstitu‐
tion entweder an die N‐SH2‐ oder an die N‐SH2‐ und PTP‐Domäne assoziieren sollten, 
gelang erfolgreich nach literaturbekannten Methoden. Die Peptide wurden in ihrer N‐























Während  Ligand  (3)  die  Phosphatase  verzögert  aktiviert,  konnte  für  Peptid  (2)  die 
SHP‐1  Aktivierung  nur  bis  100  µM  beobachtet  werden. Weiterhin  konnte  gezeigt 
werden, dass die  in den Positionen pY‐4 bis pY+6  strukturell  ähnlichen Peptide  (2) 
und (9) bzw. (3) und (10) ein unterschiedliches Aktivierungsprofil aufzeigen. Die Zykli‐





3)  Die  durchgeführten  Bindungsstudien  konnten  die  Resultate  des  Phosphatase‐
Aktivitätstests  für die  linearen Liganden  (4) bis  (6) bekräftigen. Dabei konnte ein di‐








 In  Korrelation  zu  den  Aktivierungspotentialen  der  zyklischen  Liganden  (7),  (9)  und 
(10)  konnten  im  Vergleich  zu  Ligand  (1)  höhere  Bindungsaffinitäten  zur  N‐SH2‐
  ZUSAMMENFASSUNG 
  





4)  In  der  Literatur  wurden  2  Bindungsmodi  für  die  Assoziation  von  Phosphopep‐
  tidliganden an die N‐SH2‐Domäne von SHP‐1 anhand eines Modells vorgeschlagen. 
  Dabei beschreibt der Bindungsmodus II die Bindung des Liganden in einer gestreckten 
  Konformation,  die  zur  Aktivierung  von  SHP‐1  führt.  Weiterhin  ist  die  Bindung  in 














Für  die  Darstellung  des  N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen  Peptides  wurden  verschie‐
dene  Synthesestrategien  erprobt,  da  der  synthetische  Zugang  zu  rückgratzyklischen 
Phosphopeptiden  bisher  unbekannt  war.  Es  wurden  Strategien  der  postsynthetischen 
Phosphorylierung und building block Methoden getestet und miteinander verglichen. 
 
1)  In  einem  ersten  Schritt  erfolgte  die  Einführung  der  Phosphatgruppe  in  eine  Mo‐
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gewünschte  Phosphopeptidligand  synthetisiert  werden.  Damit  konnten  erstmals 
Strategien zur Darstellung eines N‐Rückgrat‐Seitenketten‐zyklischen Liganden erfolg‐









  83 
SH2‐Domäne  sowie der  inhibitorische Einfluss auf die SHP‐1 Aktivität gilt es  in nachfol‐
genden Untersuchungen zu klären. 




veal  interesting  features with  respect  to  the conformational changes upon binding of a 
ligand in comparison to the non‐complexed protein structure. In turn, such investigations 





hibited  the  strongest  inhibitory  activity  at marginally  improved binding  affinity.  That  is 
due  to  the difficulty of distinguishing between  the different binding modes  leading, de‐
pending on the occupation of the gap for residue pY+3, to SHP‐1 activation or inhibition. 
Further optimization of  the motifs corresponding  to pockets on  the SH2‐ as well as  the 
PTP‐domain and  that of  the  linker would  lead  to more potent  inhibitors. However,  the 
peptide (8) may serve as a good candidate for the further design of potential bivalent an‐
tagonists of SHP‐1 N‐SH2 with the aim to develop a compound that is able to prevent the 
PTP‐N‐SH2 dissociation process and  thus,  facilitates structural analysis of  the enzyme  in 
complex with a high‐affinity binding partner. [**] 
 
The  second  part  of  this  study,  the  backbone‐side  chain  cyclic  peptide 
EGLNcΨ[CON((CH2)3NH)pYNleE(NHCH2CO)]L‐NH2 has been prepared according  to differ‐
ent  synthetic ways  including  the  post‐assembly  phosphorylation  as well  as  a  building 
block  approach.  The  latter  required  the  availability  of  Fmoc‐N‐aminopropyl‐
phosphotyrosine  that  was  successfully  obtained  by  phosphorylation  of  the  nonphos‐
phorylated  precursor  amino  acid  using  dialkyl‐N,N‐diethylphosphoramidites  following 




  84 
to N‐aminopropyl‐phosphotyrosine was demonstrated to proceed most efficiently if using 
TFFH as the coupling reagent. In contrast, the acylation of the phosphate‐diprotected N‐









[***]  Teichmann,  K.,  Niksch,  T.,  Wieligmann,  K.,  Zacharias,  M.,  Imhof,  D.,  Synthetic 
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